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ABSTRACT: 

Determination of intracellular Ca ion concn by a scanning microscope comprises first staining the 
cells with an indicator (I) which responds to a change in Ca ion concn by a change in 
fluorescence quantum yield. Fluorescence is excited with a short pulse of light and the 
time-resolved spectrum recorded. By evaluating the decay process the ratio of the two 
fluorescent components (corresponding to free (I) and Ca-complexed (II)) is determined, and 
from this ratio the Ca concn is calculated. USE/ADVANTAGE - The method is used in cell 
biology and neurobiology. Absolute values of Ca ion concn can be determined without the need 
for a difficult calibration procedure as required in known methods. 
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@ Verfahren zur Bestimmung von Calciumionenkonzentration in Zellen 

(§) Verfahren zur Bestimmung von Calciumkonzentrationen in 
Zellen. Das Verfahren ermoglicht die absolute Bestimmung 
der Ca 2+ -Konzent ration in biologischen Materialien mit Hilfe 
solcher Indikatorfarbstoffe, die auf eine Konzentrationsan- 
derung mit einer Veranderung der Fluoreszenzquantenaus- 
beute reagieren. Oie Ldsung besteht darin, daft die Zellen 
mit einem solchen Indikatorfarbstoff eingefarbt und dann 
mit kurzen Lichtimpulsen zur Fluoreszenz angeregt werden, 
das Fluoreszenzlicht mit zeitlicher Auflosung registriert wird 
und durch Auswertung des Abklingverhaltens das Verhaltnis 
der Anteile der beiden Fluoreszenzkomponenten, die dem 
freien Farbstoff etnerseits und dem Farbstoff- Ca 2+ -Komplex 
andererseits entsprechen, und daraus die Ca 2+ -Konzentra- 
tion ermittelt werden. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Bestimmung intrazellularer Ca 2+ -Konzentrationen. Calcium nimmt eine zentrale 
Stellung bei der biochemischen Signaltibertragung auf zellularer Ebene ein; es steuert die Aktivierung von 
5 Transmittern, Enzymen oder Hormonen ausgehend von Potentialanderungen oder Rezeptoren in tierischen und 
pflanzlichen Zellen. Die Messung von Ca 2+ -Konzentrationen im Zellinneren ist deshalb von herausragender 
Bedeutung in der experimentellen Zellbiologie und Neurobiologie. 

Es sind verschiedene Verfahren zur Bestimmung von intrazellularen Ca 2+ -Konzentrationen bekannt,die auf 
dem Einsatz von Ca 2+ -empfindlichen Mikroelektroden, Biolumineszenz von Biopolymeren und Fluoreszenzin- 
io dikatoren beruhen. 

Die letztgenannte Methode wird wegen ihrer hohen Empfindlichkeit und ihres Verzichts auf mechanische 
Eingriffe in den letzten Jahren in wachsendem Ma Be breit eingesetzt Sie beruht auf der Verwendung von 
speziellen Sondenfarbstoffen, die eine hohe Affinilat und Selektivitat fur die Bindung von Ca 2+ sowie eine 
moglichst effiziente Fluoreszenz mit starker Anderung von Fluoreszenzparametern bei Ca 2+ -Anlagerung auf- 

15 weisen. Die Fluoreszenzregistrierung wird mit mikroskopischen oder durchfluBzytometrischen Verfahren Itom- 
biniert. Dabei ist das Verfolgen von Aktivierungsprozessen im Echtzeitbetrieb zusammen mit raumlicher Dar- 
stellung ("optical recording") von besonderem Interesse. Es wurden spezielle Mikroskopphotometer entwickelt, 
mit denen fur solche Indikatorfarbstoffe, die eine deutliche spektrale Anderung bei Ca 2+ -Bindung aufweisen. 
aus der Fluoreszenzmessung bei zwei verschiedenen Anregungs- bzw. Fluoreszenzwellenlangen mittels eines 

20 Quotientenverfahrens auf die Ca 2+ -Konzentration geschlossen wird (DE 36 04 815; Nature 318 [1985J 
558-561). 

Der Einsatz der Laserrastermikroskopie ist vor allem im Zusammenhang mit der Moglichkeit der 3D-Aufld- 
sung und Tiefendiskriminierung attraktiv. 
Einige wenige Indikatorfarbstoffe haben sich in der breiten Anwendung durchgesetzt (J. Biol. Chem., 260 
25 [1985], 3440-3450; Biochem. J„ 248 [1987], 31 3 -328; Trans, in NeuroscL, 1 1 [1988], 419-424> Bei den Farbstof- 
fen "fura-2" und Indo-T andert sich im wesentlichen das Absorptions- bzw. Fluoreszenzspektrum bei Ca 2+ -An- 
lagerung, bei "quin-2" und "fluo-3 tt die Fluoreszenzquantenausbeute. Wahrend die ubrigen Farbstoffe im UV-Be- 
reich angeregt werden mussen, bietet w fluo-3 ,f den entscheidenden Vorzug, im sichtbaren Wellenlangenbereich 
um 500 nm anregbar zu sein. Das ist einerseits hinsichtlich der Verfiigbarkeit von Lichtquellen (Argonlaser) 
30 sowie optischen Bauelementen gunstig. Andererseits entfallt weitestgehend die bei Anregung im nahen UV-Be- 
reich storend in Erscheinung tretende Eigen fluoreszenz von Zellen. Zudem wird der parallele Einsatz von 
UV-Strahlung, z. B. zur photostimulierten Ca 2+ -Freisetzung, moglich. 

Die Absolutbestimmung der Ca 2+ -Konzentration mittels solcher Farbstoffe, die keine wesentliche Spektren- 
verschiebung bei Ca 2+ -Anlagerung aufweisen, ist jedoch mit einer auBerordentlich komplizierten, zeitaufwendi- 
35 gen und zellschadigenden Eichprozedur verbunden. 

Es ist eine absolute Intensitatsmessung notig, die durch lokale oder zeitliche Anderungen 

— der Farbstoffkonzentration, 

— der optischen Weglange in der Zelle, 
40 — der Anregungsintensitat, 

— der Detektorempfindlichkeit 

beeintrachtigt wird Unter Erhaltung dieser Bedingungen ist fiir jedes konkrete Objekt in situ die Bestimmung 
der Fluoreszenzintensitaten fur praktisch verschwindende und sehr hohe Ca 2+ -Konzentration erforderlich. Die 

45 von w Mol. Probes Inc." dafur angegebene Eichprozedur beinhaltet einen z. B- durch dosierte Zugabe von 
Ionomycin ausgelosten Ca 2+ -Einstrom aus dem umgebenden Medium bis in den Sattigungsbereich; anschlie- 
Bend wird durch Mn 2+ -Zugabe die Fluoreszenz geldscht, um einen Bezug zu dem Wert ohne Ca 2+ zu erhalten. 

Ziel der Erfindung ist die Senkung des Aufwandes fiir Eichprozeduren und Herabsetzung der damit verbun- 
denen Belastung des Zellmaterials bei der absoluten Ca 2+ -Konzentrationsbestimmung mittels Fluoreszenzindi- 

50 katoren. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren anzugeben, mit dem die absolute Bestimmung der 
Ca 2+ -Konzentration in biologischen Materialien mit Hilfe solcher lndikaktorfarbstoffe, die auf eine Verande- 
rung der Ca 2+ -Konzentration mit einer Veranderung der Fluoreszenzquantenausbeute reagieren, unter Ver- 
meidung sonst ublicher aufwendiger Eichprozeduren gelingt 

55 Die Losung gelingt erfindungsgemaB dadurch, daD die Zellen mit einem solchen Indikatorfarbstoff, der auf 
eine Veranderung der Ca 2+ -Konzentration mit einer Veranderung der Fluoreszenzquantenausbeute reagiert, 
eingefarbt und dann mit kurzen Lichtimpulsen zur Fluoreszenz angeregt werden, das Fluoreszenzlicht mit 
zeitlicher Auf losung registriert wird und durch Auswertung des Abklingverhaltens das Verhaltnis der Anteile 
der beiden Fluoreszenzkomponenten, die dem freien Farbstoff einerseits und dem Farbstoff-Ca 2+ -Komplex 

60 andererseits entsprechen, und daraus die Ca 2+ -Konzentration ermittelt wird. 

In der flussigen Losung, deren Ca 2+ -Gehalt zu bestimmen ist (Cytosol der Zellen), liegen nach Zugabe des 
Indikatorfarbstoffes freie Farbstoffanionen (FS; Index 1) und Farbstoff-Ca 2+ -Komplexe (FSCa; Index 2) im 
chemischen Gleichgewicht vor. Ihr Konzentrationsverhaltnis hangt in bekannter Weise gemaOdem Massenwir- 
kungsgesetz mit der Ca 2+ -Konzentration iiber die Dissoziationskonstante Kd zusammen 

65 

[Ca 2+ ] = Kd -c 2 /ci, (I) 

hierbei ist 1 : l-Stochiometrie des Komplexes vorausgesetzt 
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Die Messung hat die Aufgabe, das Verhaltnis c 2 /ci zu ermitteln; erfindungsgemaB wird dazu die zeitaufgeloste 
Registrierung des Abklingens der Fluoreszenz herangezogen. 

Ursache fur eine bei Ca 2+ -Bindung eintretende Anderung der Quantenausbeute bzw. Intensitat der Fluores- 
zenz des Indikatorfarbstoffes sind Veranderungen der Raten verschiedener Relaxationsprozesse aus dem ange- 
regten Zustand der Farbstoffmolekule. Diese bestimmen andererseits die Lebensdauer des angeregten Zustan- 
des, die insbesondere als Abklingzeit der Fluoreszenz nach Impulsanregung der Beobachtung zuganglich ist. 
Deshalb sind fur solche Indikatorfarbstoffe, von denen bekannt ist, daB sie auf Ca 2+ -Bindung mit einer erhebli- 
chen Veranderung der Fluoreszenzquantenausbeute reagieren (insbesondere quin-2 und fluo-3), auch deutliche 
Unterschiede der Fluoreszenzabklingzeiten fur FS und FSCa zu erwarten. 

Die Fluoreszenzintensitat bei gleichzeitigem Vorliegen von FS und FSCa hat unter der Voraussetzung, daB 
nur diese beiden Spezies fluoreszieren und jeweils einfach-exponentielles Abklingverhalten aufweisen, einen 
zeitlichen Verlauf der Form 

IKO - a(ci • k F i • exp{- t/yi} + c 2 * k F 2 * exp|- t/v 2 |), (2) 

wenn die Anregung mit einem im Vergleich zu den Abklingzeiten y\? kurzen Lichtimpuls erfolgL Der Faktor a 
hangt mit der absorbierten Anregungsenergie sowie der Effektivitat des Fluoreszenznachweises zusammen. 
kf\a sind die Raten der strahlenden Desaktivierung des angeregten Zustandes fur die beiden Farbstoffspezies. 
Im weiteren wird angenommen, daB kFi = kre gilt; anderenfalls sind Eichmesungen z. B. an Losungen bekannter 
Ca 2+ -Konzentration heranzuziehen. Die lineare Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von der Konzentration 
ist an ausreichend schwache Absorption und nicht zu starke Anregung gebunden. 
Die zeitaufgeldste Messung der Fluoreszenzintensitat liefert 

lr(t) = A, exp{- t/yi) + A 2 exp | - t/y 2 |. (3) 

Aus den Amplituden Ai^, die in bekannter Weise durch Kurvenanpassung aus der gemessenen Abkiingkurve 
erhalten werden konnen, ist gemaB (2) und fur den Fall kFi =■ kF2 

A 2 /A, = c 2 /ci, (4) 

woraus sich nach ( 1 ) mit 

[Ca 2+ ] = K D * A 2 /A t (5) 

unmittelbar die Ca 2+ - Konzentration ergibt 

Das Wesen der Erfindung soil an einem Ausfuhrungsbeispiel naher erlautert werden. Eine zur Durchfuhrung 
des erfindungsgemaBen Verfahrens geeignete Anordnung ist in Fig. 1 schematisch dargestellt 

Das biologische Objekt 1, dessen Ca 2 * -Konzentration zu bestimmen ist, wird gemaB ublicher Vorschrift mit 
dem Indikatorfarbstoff quin-2 oder fluo-3 eingefarbt. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgt durch einen mittels 
des Mikroskopobjektivs 2 fokussierten Laserstrahi 3, der in einem modensynchronisierten kontinuierlichen 
Laser 4 erzeugt wird und demzufolge aus einem Zug von Picosekundenimpulsen besteht Das Strahlablenksy- 
stem 5 dient der Positionierung des Laserfokus auf dem Objekt 1. Die vom Objekt 1 ausgehende Ftuoreszenz- 
strahlung wird in RQckwartsrichtung vom Mikroskopobjekt 2 erfaBt, am Teilerspiegel 6 reflektiert und gelangt 
auf den Sekundarelektronenvervielfacher 7. Dieser liefert Einzelphotonenimpulse, die in einem MeBsystem fur 
zeitkorrelierte Einzelphotonenzahlung 8 registriert werden. Die Fluoreszenzabklingkurve, die den zeitlichen 
Verlauf der Fluoreszenzintensitat nach Impulsanregung reprasentiert und von der Ca 2+ -Konzentration abhangt 
(vgl. Fig. 2) f wird in dem angeschlossenen Computer 9 ausgewertet, so daB das Verhaltnis der Amplituden der 
beiden Fluoreszenzkomponenten, die von Farbstoff-Ca 2+ -Komplexen bzw. freien Farbstoffanionen herruhren, 
erhalten wird. Daraus wird mit der bekannten Dissoziationskonstante unmittelbar die Ca 2+ - Konzentration 
berechnet. Sie kann nach Messung an vielen Punkten des Objektes 1 in Abhangigkeit von der mit der Kontroll- 
einrichtung 10 ermittelten Position des Laserstrahls als Rasterbild dargestellt werden. 

Fig. 2 zeigt als Beispiel das Fluoreszenzabklingen fur quin-2- Losungen definierten Ca 2+ -Gehaltes (a: 10 
mol/l, b: 10" 7 mol/l) bei festem pH-Wert 6,72 (Pufferlosung 10" 2 mol/I MOPS) und einer Wellenlange 490 nm. 
Die Kurve c reprasentiert den Anregungsimpuls (Wellenlange 350 nm). 

Patemanspruch 

Verfahren zur rastermikroskopischen Bestimmung von intrazellularen Ca 2+ -Konzentrationen t dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellen mit einem solchen Indikatorfarbstoff, der auf eine Veranderung der 
Ca 2+ - Konzentration mit einer Veranderung der Fluoreszenzquantenausbeute reagiert, eingefarbt und 
dann mit kurzen Lichtimpulsen zur Fluoreszenz angeregt werden, das Fluoreszenzlicht mit zeitlicher 
Auflosung registriert wird und durch Auswertung des Abklingverhaltens das Verhaltnis der Anteile der 
beiden Fluoreszenzkomponenten, die dem freien Farbstoff einerseits und dem Farbstoff-Ca + -Komplex 
andererseits entsprechen, und daraus die Ca 2+ - Konzentration ermittelt werden. 
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